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(54) Title: MICRO/NANOPARTICLE OBTAINED FROM LIPID-CONTAINING MARINE ORGANISMS FOR USE IN PHAR- 
MACEUTICS AND COSMETICS 

(54) Bezelchnung: MIKRO-/NANOPARTIKEL AUS LIPIDHALHGEN MARINEN ORGANISMEN FOR PHARMAZIE UND 
KOSMETIK 

(57) Abstract: The invention relates to pharmaceutical ly or cosmetically active agents, which are obtained by converting biomasses 
consisting of lipid-conlaining marine organisnas into microparticles and nanoparticles and which preferably have an average diameter 
of 10 nm 10 \im. Possible fields of application of these agents include the field of medicine, the production of cosmetics or the 
production of foodstuffs and, in particular, the agents are used for the prophylaxis of nosocomial infections, accelerating cell gtx>wth 
and for inhibiting staphylococci. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, die durch Umwandlung von Bi- 
omassen lipidhal tiger mariner Organismen in Mikro- und Nanopartikel gewonnen wurden und vorzugsweise einen mittleien Durch- 

O messer von 10 nm -10 pm besitzen. Mogliche Anwendungsgebiete sind die Medizin, die Herstellung von Kosmetika oder die 
Nahrungsmittelherstellung, insbesondeie Prophylaxe nosokomialer Infektionen, Beschleunigung des Zellwachstums und Hemmung 

^ von Staphylokokken. 
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MIKRO-/NANOPARTIKEL AUS LIPIDHALTIGEN MARINEN ORGANISMEN FUR PHARMA2IE UND 



Beschreibung 

[0001] Die Erfmdung betrifft pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, die durch 
Umwaadlung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Mikro- und Nanopartikel 
gewonnen wurden und vorzugsweise einen mittleren Durchmesser von 10 mn bis 10 jim be- 
sitzen. Mogliche Anwendungsgebiete sind die Medizin, die Herstellung von Kosmetika oder 
die Nahrungsmittelherstellung. 

[0002] Marine Lebewesen, insbesondere Mikro- und Makroalgen, marine Pilze (Thrausto- 
chytriden) und marine Bakterien, zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Lipiden und eine 
spezifische Lipidzusammensetzung aus (Lindequist,U. and Th. Schweder: Marine Biotechno- 
logy, in: Biotechnology. 2, ed., Ed. H.-J.Rehm Wiley-VCH Weinheim 2001, pp. 442-473). 
[0003] So konnen z.B. Mikroalgen unter wachstumslimitierten Bedingungen, besonders unter 
N-Limitierung, bis zu 70 % des assimilierten Kohlenstoffs als energetisch effiziente Lipide 
speichem. Gehalt imd Zusammensetzung der Lipide konnen durch die Wachstumsbedingun- 
gen beeinflusst werden. Wahrend hohere Pflanzen vorwiegend Lipide mit relativ kurikettigen 
Fettsaxaren (C12-C18) xmd einer geringen Anzahl von Doppelbindungen (bis C18:3) produzie- 
ren, ist die Variabilitat der von marinen Organismen gebildeten FettsSuren ungleich hoher. 
Algen synthetisieren zahhreiche mehrfach ungesattigte C16-C22-Fettsauren, z.B. LinolsSure 
(CI 8:2), LinolensSure (CI 8:3), Arachidonsaure (C20:4), EicosapentaensSure (EPA, C20:5) 
und Docosahexaensaure (DHA, C22:6) (Pohl,P. und F.Zurheide: Fatty acids and lipids of ma- 
rine algae and the control of their biosynthesis by environmental factors. In: Marine Algae in 
Pharmaceutical Science. Ed. H.A.Hoppe, T.I^vring, Y.Tanaka, Walter de Gruyter New York, 
1979, pp. 473-523; Roessler,P.G.: Environmental control of glycerolipid metabolism in mic- 
roalgae: conamercial implications and future research directions. J. Phycology 26, 393-399, 
1990; Puis, O,: Biotechnology with cyanobacteria and microalgae, m: Biotechnology, 2. ed., 
Ed. H,-J.Rehm Wiley-VCH Weinheim 2001, pp. 105-136, ServelJM.0., C.Claire, A,Derrien, 
L.Ciffard, Y-DeRoeck-Holtzhauer: Fatty acid composition of some marine microalgae. Phy- 
tochemistry 36, 691-693, 1994). Die heterotrophe Mikroalge Cryptecodinium cohnii kann bis 
zu 13 % ihrer Zellmasse als Lipide mit 36-43% DHA bUden (DeSwaaf, M.E., DeRijk, T.C., 
Eggink, G., Sijtsma, L.: Optimisation of docosahexaenoic acid production in batch cultivati- 
ons by Crypthecodinium cohnii. J. Biotech. 70, 185 - 192, 1999). 
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[0004] Thraustochytriden sind pilzliche Protisten, die bis zu 50 % ihrer Lipide als DHA pro- 
duzieren und im Cytoplasma in Form von Oltropfen ablagem (Lewis, T.E., Nichols, P.D., 
McMeekin, T.A.: The biotechnological potential of thraustochytrids. Mar, BiotechnoL 1, 580 
-587 1999). 

[0005] Marine Bakterien inkorporieren im Gegensatz dazu die polyungesattigten Fettsauren in 
Membranphospholipide. Der Gehalt an EPA in den Gesamtlipiden von Colwellia psychre- 
lythrea liegt bei 6-7 % (Bowman, J.P., Gosink, JJ., McCammon,S.A., Lewis,T.T., Ni- 
chols,D.S., Skerratt, J.H., Rea, S.M., McMeekin, T.A,: Colwellia demingae sp. nov., Colwel- 
lia hornerae sp. nov., Colwellia rossensis sp. nov. and Colwellia psychrotropica sp. nov.: 
psychrophilic Antarctic species with the ability to synthesise docosahexaenoic acid (22:6 n-3), 
Int. J. Syst. BacterioL 48, 1 171 - 1 180, 1997). 

[0006] Linol- (Z,Z-9,12-Octadecadiensaure) und Linolensaure (Z,Z,Z-9,12,15-Octadecatrien- 
saure) sind als essentielle Fettsa^uren fur die menschliche Emahnmg unersetzlich. Aiachidon- 
saure (5,8,1 1,1 4-Eicosatetraensaure) ist Vorstufe der physiologisch wichtigen Eicosanoide. 
EPA und DHA (Omega-3-Fettsauren) sind nicht nur fiir die fiUhkindliche Gehimentwicklung 
notwendig, sondem besitzen auch prophylaktischen/therapeutischen Nutzen bei Herz- 
Kreislauf-Krankheiten, rheumatischen Erkrankungen, chronisch-entzOndlichen Darmerkran- 
kungen, Neurodennitis, Psoriasis und Allergien. Es wurde z.B. nachgewiesen, dass das Ster- 
berisiko von Patienten nach einem bereits erlittenen Herzinfarkt durch tagliche Einnahme von 
Omega-3-Fettsauren signifikant emiedrigt wird (GISSI-Studie). Von besonderem Interesse 
sind strukturell imgew3hnliche Fettsauren, die fiber weitere biologische Eigenschaften verftt- 
gen. Die HydroxyfettsSuren Coriolsaure (13-HODE Z,£) und Dimorphecolsaure (9-HODE 
E,Z)^ die aus einer Oscillatoria-Art isoliert wurden, zeichnen sich ebenso wie LinolensSure 
durch antibakterielle Aktivitat aus (Kreitlow,S.: Dissertation Greifswald 2000). 
[0007] Zusatzlich zu den Fettsauren sind die marinen Organismen auch durch ihren Reichtum 
an Proteinen, Vitaminen und Mineralstoflfen fUr Emahrung, Kosmetik und Medizin von Inte- 
resse [Lindequist,U. and Th. Schweder: Marine Biotechnology, in: Biotechnology. 2. ed., Ed. 
H.-J.Rehm Wiley-VCH Wemheim 2001, pp. 442-473; Puis, O.: Biotechnology with cyano- 
bacteria and microalgae, in: Biotechnology, 2. ed., Ed. H.-J.Rehm Wiley-VCH Weinheim 
2001, pp. 105-136, Becker, Microalgae:Biotechnology and Microbiology, Cambridge, 1994; 
Kohler, Kurth, Pulz, Spirulina platensis-an microalgal additiv for cosmetics. Biotechnology 
for Microalgae, 1997). 

[0008] Die Herstellung und Anwendung von Extrakten aus Algen und die Anwendung von 
Algenbiomasse in den Bereichen Emahrung, Kosmetik imd Medizin ist aus der Patentliteratur 
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bekannt (z. B. US 4.320,050 A, IL 59766, DE 100 59 107 Al). Auch wurden spezielle Kom- 
binationen von Fibrillin mit Blaualgenextrakten in der Kosmetik und Medizin beschrieben 
(WO 01/07006 Al). Weitere Patente beziehen sich auf die Produktion von polyungesattigten 
Fettsauren durch marine Organismen (z.B. Barclay, W.R. (1992) Process for the heterotrophic 
production of microbial oils with high concentrations of omega-3 highly unsaturated fatty 
acids, U.S. Patent 5,130,242 A; Barclay, W.R. (1994) Process for growing Thraustochytrium 
and Schizochyrium using non-chloride salts to produce a micro-floral biomass having omega- 
3 highly unsaturated fatty acids, U.S. Patent 5,340,742 A). 

[0009] Die Verwendung der lipidhaltigen Biomasse von marinen Organismen als Wirkstoff- 
trSger wurde bisher nicht beschrieben. 

[00101 Bei der Herstellung von Nano- und Mikropartikeln sind verschiedene Herstellungsver- 
fahren auf Basis von Lipiden oder Polymeien bereits bekannt So wurden bereits Verfehren 
zur Herstellung von Lipid-Mikropartikeln auf Basis von PhosphoUpiden beschrieben, die an- 
timykotische Eigenschaften haben und im pharmazeutischen oder kosmetischen Bereich ein- 
gesetzt werden konnen (DE 69 00 2905 T2). Andere Verfahren beschreiben Lipidnanopartikel 
auf Basis von extrahierten Mono-, Di und Triglyceriden. Olen oder Wachsen. Mit Hilfe dieser 
gewonnenen Upide werden ebenfalls pharmazeutische Wirkstoffe verkapselt 
(WO 94/20072 Al). Weitere Lipidnanopartikel beschreiben Substanzen ebenfells auf Basis 
von Lipiden zur parenteralen Anwendimg (WO 98/56362 Al). Auch werden spezielle Tech- 
niken zur Herstellung von Lipidnanopartikehi vorgestelh (z. B. EP 0 526 666 A). Bisher sind 
in der Literatur jedoch keine Upidhaltigen Mikro- und Nanopartikel auf Basis mariner Orga- 
nismen (Mikro- und Makroalgen, Thraustochytriden, marine Bakterien) und deren Herstellung 
beschrieben worden. 



[0011] Staphylococcus aureus ist ein hfiufiger Kommensale. Etwa 30% der BevSlkerung sind 
dauerhaft symptomfrei mit S. aureus besiedelt Die haufige symptomfreie Besiedlung flihrt zu 
einer oft unbemerkten Weiterverhreitung. 

[0012] Andererseits ist S. aureus auch ein hSufiger Erreger schwerer Infektionen und von Sep- 
30 sis, vor allem bei abwehrgeschwachten Patienten. 

[0013] Besorgniserregend ist die rasche Entwicklung multiresistenter S. aureus StSmme 
(MRSA). Auf Grand der Multkesistenz sind Infektionen mit MRSA therapeutisch schwer 
beherrschbar. 

35 [0014] Die Verbreitung der MRSA-Stamme ist bisher jedoch weitgehend auf die Kranken- 
hauser beschrankt ist. Deshalb besteht unabhSngig von der Ersterkrankung bei Aufiiahme in 

3 



5ID: <WO_03072118A1J_> 



wo 03/072118 



/DE03/00747 



ein Krankenhaus eine groBe Gefahr. Etwa 10 % der aufgenonunenen Patienten erkranken an 
nosokomialen Infektionen. Es wird mit 600 000 bis 800 000 Infektionen mit multiresistenten 
Erregem gerechnet, die im Krankenhaus erworben werden (Hyg. Med. 26 (2001)183). Staphy- 
lokokken sind die wichtigsten Erreger, bei denen mit einem volligen Versagen der antibioti- 
schen Therapie gerechnet wird. Eine Hautpflege, die der Besiedlung mit multiresistenten Kei- 
nem entgegenwirkt, kann bei der Aufnahme in ein Krankenhaus die Gefahr einer nosokomia- 
len Infektion vermindem. Wenn nur ein Teil dieser Infektionen verhindem werden kann, ware 
dies em groBer Erfolg. 

[0015] Zur Dekolonisation beim Auftreten von MRSA werden bisher bakterizid wirkende 
Substanzen eingesetzt. Dadurch wird auch die Standortflora abgetotet. Damit wird bei einer 
Neubesiedlimg der Haut die Ansiedlung von MRSA sogar erleichtert. 

[0016] Kiirzlich wurde bekannt, dass antimikrobielle Peptide die Haut vor einer invasiven 
bakteriellen Infektion schiitzen (V.Nizet, T. Ohtake, X. Lauth, J. Trowbridge, J. Rusdill, R.A. 
Dorschner, V. Pestonjamasp, J. Piraino, K. Huttner, R.L. Gallo: Innate antimicrobial peptide 
protects the skin firom invasive bacterial infection. Nature 414, 454-457 (2001), Diese Peptide 
haben werden auf der OberflSche von Epithelzellen und in Neutrophilen gebildet und bewir- 
ken eine sehr frOhe Abwehr eingedrungener Erreger. Sie bewirken zellulare EflFekte, die sich 
deutlich von der antibakteriellen Aktivitat in vitro unterscheiden. Der kritische erste Schritt 
einer Kausalkette, die letztendlich zu einer Infektion fuhrt, ist die Bindung von Adhasionen 
des Erregers an geeignete Rezeptoren auf der HautoberflSche. Die AdhSsion wird in vielen 
Fallen eingeleitet durch Bindung von auf der Oberfiache des Erregers ausgebildeten Proteinen 
an Kohlenhydrat-Rezeptoren des Wilts, daneben spielen auch Protein-Protein- 
Wechselwhkungen und Bindung von Polysachariden des Erregers an Rezeptoren auf der Haut 
eine Rolle (Rehnan D, Tuomanen E, Falkow S et al„ Cell 1990; 61: 1375-1382; Kanbe T., 
Cutler JE. Infect Immun 1994; 62: 1662-1668). 

(00171 Aufgabe der vorliegenden Erfindimg ist es daher, neue WkkstofiFe und Wirkstofiftrager 
mit gegentiber dem Stand der Technik verbesserten Eigenschaften fur verschiedene Zwecke 
bereitzustellen. 

[0018] Die Aufgabe wurde durch pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel aus mari- 
nen Organismen (Mikro- und Makroalgen, Thraustochytriden, marine Bakterien), die durch 
Unwandlung der Biomassen dieser Organismen in Mikro- und Nanopartikel erhalten wurden, 
gelost. ErfindungsgemaB wurden Biomassen aus marinen Organismen (Mikro- und Makroal- 
gen, Thraustochytriden, marine Bakterien) auf kostengiinstigem direktem Weg zu den neuarti- 
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gen Substanzen mit spezieUen Wirkungen umgesetzt. Oberraschenderweise hat sich herausge- 
stellt, dass es gelungen ist, die gesundheitsfSrdemden Inhaltsstoffe der lipidhaltigen maiinen 
Oiganismen besonders effizient zu nutzen und verschiedene Anwendungen zu ermfigUchen, 
die mit den nativen Biomassen nicht erreicht werden kOnnen. 



[00191 Das erfindungsgemai3e Verfahren fuhrt zu neuen, wertvoUen Produkten. die auf be- 
kannten Wegen nicht erreicht werden konnen und enthalt drei Altemativen: 

1- Homogenisationsverfahren 



Schema 1: HersteUungsprozess von wirkstoffbeladenen Algebiomassepartikehi (Homogenisa- 
tionsprinzip) 





Algenbiomasse 


Arzneistoff 




LOsen Oder Suspendieren 


1 Schmelze | wassrige Tensidlosung 




Rtthren (Rotor-Stator) oder Ultras(^aU 




j Dispersion | 




Hochdruckhomogenisator •^^^ 






wirkstoffbeladene Algenbiomassepartikel 





[00201 Die lipidhaltigen marinen Mikroorganismen werden zunSchst erwSnnt, so dass eine 
Verfliissigung der darin enthaltenen FettsSuren erreicht wild. In diese Biomasse werden ein 
Oder mehrere WirkstofiFe (fest oder flflssig) hinzugegeben (Schema 1). Der Wirkstoff wird in 
den Fettsauren der Cyanobakterien bzw. der gesamten lipidhaltigen marinen Mikroorganis- 
men suspendiert. dispergiert bzw. adsorbiert. Parallel dazu wird ein Tensid-Wasser-Gemisch 
heigestellt. Dieses Tensid-Wasser-Gemisch wird auf eine Temperatur oberhalb der Schmelz- 
temperatur der Fettsauren erwirmt. Die beiden Phasen werden bei der gewahlten Temperatur 
vereint AnscMieBend wird mit Hilfe eines Riihrers (Rotor-Stator-Prinzip) oder mit Hilfe von 
Ultraschall eine Vorsuspension hergesteUt. Die Vorsuspension wird danach mit Hilfe eines 
Hochdruckhomogenisators homogenisiert, wobei die Zahl der Homogenisationszyklen und 
der Arbeitsdxuck nach der erwflnschten Partikelgrofie und Stabilitat der Zubereitung gewShlt 
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werden. Zwischen den einzelnen Zyklen ist darauf zu achten, dass die Herstellungstemperatur 
immer wieder eingestellt wird. Das Tensid dient zur Stabiiisienmg der Suspension. 
[0021] SoUte es bei der Herstellung Probleme mit der Hohe der Temperatur (z. B. empfindli- 
che Wirkstoffe) geben, so besteht die Moglichkeit, das gesamte Verfahren auch bei Raxim- 
temperatur durchzufuhren. In diesem Falle wird das Verfahren in gleicher Weise, wie zuvor 
beschrieben, durchgeflihrt, wobei der Wirkstoff an den Upidhaltigen marinen Mikroorganis- 
men adsorbiert oder bei Zusatz einer geringen Wassermenge dispergiert wird. 



2. Losungsmittel-Homogenisatio ns-Verfflhren 

Schema 2: Herstellungsprozess von Biomassenpartikehi (LSsungsmittel-Homogenisations- 
Verfahren) 



Algenbiomasse 



Arzneistofif 



LOsen Oder Suspendieren 



Gemisch aus Wirkstoff und Algenbiomasse in Losungsmittel 



ROhren oder Ultraschall 



Vordispergierung 



Hochdruckhomog^nisator 



Dispergierungsverfahren 



Zusatz von Kiyoprotektoren 



Spriihtrocknung oder Gefhertrocknung, Rotationsverdampfimg 



Redispergierung der Algenbiomassepartikel in wassriger Tensidldsung 



Rtthren oder Ultraschall 



Nachdispergierungsverfahren 



Hochdnickhomogenisator 



Enddispergierungsverfahren 



Wirkstoffbeladene Biomassepartikel 
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[0022] Die Hpidhaltigen marinen Mikroorganismen imd der Wirkstoff werden in einem ver- 
dampfbaren organischen LSsungsmittel suspendiert. Danach wird dieses Gemisch vordisper- 
giert (Stator-Rotor-Prinzip oder Uitraschall), homogenisiert (HochLdruckhomogenisator) und 
anschliefiend spriiligetrocknet oder gefriergetrocknet (Schema 2). Beim Gefriertrocknen ist zu 
beachten, dass geeignete Kiyoprotektoren eingesetzt werden. Es besteht daruber hinaus auch 
die MogUchkeit, das organische Losungsmittel durch geeignete Verdampfer (z. B. Rotations- 
verdampfer) zu entfemen. AnschlieBend konnen die Partikel aus lipidhaltigen marinen Mikro- 
organismen in geeigneten wassrigen Tensid-Losungen redispergiert werden. Danach ist eine 
emeute Dispergierung (Stator-Rotor-Prinzip oder Uitraschall) und Homogenisierung 
CHochdruckhomogenisator) notwendig. 



3. Losungsmittel-Emulsions-Verfflhrein 



Schema 3: Herstellungsprozess nach dem LSsungsmittel-EmuIsions-Verfehren 



Algenbionoasse + Wirkstoff 



Emulgator 











Cotensid 


org. Losungsmittel 






Jl ^ 11 






Losung 1 


wassrige Tensidlosung 



Rotor-Stator oder Uitraschall 



Emulsion 



Hochdruddioinogenisator 



-a 



Emulsion 



Losungsmittel verdampfen 



Vakuumratations-Verdampfer 



wirkstoffbeladoie Algenbiomassepartikel 



10023] Dieses Verfahren basiert auf der Bereitung einer Emulsion aus Wasser und einer Lo- 
sung der Algenbiomasse-Wirkstoff in einem geeigneten organischen Losungsmittel (Schema 
3). Dazu wird ein Emulgator zur Dispergierung des Algenbiomasse-Wirkstoffes eingesetzt 
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Emxilgator und Algenbiomasse werden in einem geeigneten organischen Losungsmittel gelost. 
Zu dieser LOsung wird eine wassrige Phase, die ein wasserl5sliches Cotensid enthalt, hinzuge- 
fugt. Danach wird dieses Gemisch vordispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultrascliall). 
Nach einem Homogenisationsschritt mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators wird das or- 
ganische Losungsmittel durch Verdampfen entfemt, wobei die Wirkstoff enthaltende Biomas- 
se in Form von festen Partikeln ausfallt. 

[0024] Die Anwendung dieser Verfahren fuhrt zu neuartigen marinen Biomasse- Wirkstoff - 
Partikeln mit einem mittleren Durchmesser, der je nach Herstellungsart zwischen 10 nm und 
10 {imliegt. 



[0025] Die erfindungsgemaBen Mittel sind auch ohne die Zugabe von einem zusStzlichen 
Wirkstoff wirksam, weil durch das erfindungsgemaBe Verfahren die Bestandteile der lipidhal- 
tigen marinen Organismen besser verfiigbar gemacht werden, 

[0026] So war bereits tiberraschend, dass durch das erfindungsgemSBe Verfahren nicht bakte- 
rizid wirkende natOrliche Substanzen, die hihaltsstoffe von marinen Organismen sind, z,B. 
Norlichhexanthon, nun in vitro das Wachstum von MRSA hemmen. 

[0027] AuiJerdem war tiberraschend, dass nicht bakterizid wirkende natOrliche WirkstojBFe wie 
die in der Natur weit verbreiteten Ubichinonderivate oder hydroxylierte Aromaten, wie sie in 
verschiedenen marinen Pilzarten gefunden werden, durch das erfindungsgemSfie Verfahren 
ebenfalls in vitro das Wachstum von MRSA hemmen. Ein Einsatz dieser an sich bekannten 
Stoffe zur BekSmpfung von MRSA wurde bisher nicht beschrieben. AuBerdem ist bekannt, 
dass die genannten Naturstoffe auf der Haut Staphylokokken nicht in ausreichendem MaBe 
abtoten. Durch das erfindimgsgemaBe Verfahren wurde somit ein synergistischer Effekt er- 
reicht 



[0028] Bei Obertragungsversuchen von mit MRSA kontaminierter Haut (Donator) auf keim- 
arme Haut (Akzeptor) hat sich ttberraschenderweise gezeigt, dass eine Obertragung von 
MRSA weitgehend vermieden werden kann, wenn die Haut vor der Obertragung mit einem 
synergistisch wirkenden Kombination von Lipiden (als Bestandteile von marinen Organis- 
men), Immunstimulantien, Radikalfangem xmd Xanthonen der allgemeinen Formel gepflegt 
wurde. Offensichtlich werden durch diese synergistische Kombmation bereits sehr fruhe Stu- 
fen der Kausalkette von der Obertragung der pathogenen Mikroorganismen bis zur Infektion 
gestort, so dass bereits die Ausbildxmg einer Kolonisation verhindert werden kann. 
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[0029] Spezielle Eigenschaflen werden erreicht, wenn in den nach Anspruch 1 hergestellten 
Mikro- und Nanopartikel Aggregate aus dcaa lipidhaltigen marinen Organismen und Tonmine- 
ralien (Phytosilikate) enthalten sind. Spezielle Charakteristika dieser Mikro- und Nanopartikel 
sind ihre groBe OberflSche, ihr hohes lonenaustauschvermSgen, ihre groBe Quellfahigkeit und 
ihre FShigkeit, in die Schichten der Silikatstruktur die unterschiedlichsten Wirkstoffe einzula- 
gem. Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die auf diese Weise hergestellten Aggregate 
das Zellwachstum deutlicli begiinstigen. 

[0030] Vorteilhaft ist insbesondere die Verwendung von Tonen, die in ihrer Kristallstruktur 
dem Bentonit entsprechen. Bentonit weist nicht nur einen sehr hohen Anteil von Partikeln mit 
einer GroBe < 2 nm auf, sondem besitzt auch cine hohe lonenaustausch Kapazitat von 0,76 
meq/g, eine extrem groBe spezifische Oberflache von 562 m^/g und den starksten Einfluss auf 
das Wachstum von Amnion-EpithelzeUen. 

[0031] Eine besonders vorteilhafte Ausfiihrungsfonn der Erfindvmg ist die Verwendung von 
lipidhaltigen marinen Organismen, die z.B. in Gegenwart von Tonmineralien kultiviert wur- 
den. Aufgrund der groBen spezifischen Oberflache sind auf dieser Basis hergestellte Mikro- 
und Nanopartikel als Wirkstofftrager hervorragend geeignet, zumal die Wirkstofl&bgabe 
dxn-ch den Anteil und die Zusammensetzung der mineralischen Komponente sehr gut gesteuert 
werden kann. 



[0032] Die vorgestellten Prinzipien sind geeignet, verschiedene pflegende Komponenten 
und/oder Mineralstoffe und/oder RadikalSnger und/oder Vitamine und/oder NahrungsergSn- 
zungsstoffe in Biomassen zu einzulagem. Auf diese Weise ist es moglich, in der Kosmetik die 
wertvollen Inhaltsstoflfe der Algen wie Proteine, Mineralien und Vitaminen, mehifach unge- 
sattigte FettsSuren wie y-LinolensSure, Arachidonsaure. Eicosapentaensauie und Docosahe- 
xaens3ure in besonders giinstiger Form zu nutzen. 

[0033] Gegenstand der ErjBndung ist somit auch eine Zusammensetzung aus Biomassen mari- 
ner Organisms xmd Mineralstoffen imd/oder RadikalSngem und/oder NahrungsCTganzungs- 
stoffen imd/oder Vitaminen, insbesondere Vitamin C. 

[0034] Zusatzlich kdnnen erfindungsgemSB ein oder mehrere phaimazeutische oder kosmeti- 
sche Wirkstoffe in die Mikro- und Nanopartikel inkorporiert werden. 

[0035] Als vorteilhaft hat sich der Zusatz von Xanthon (z.B. Noiiichhexanthon) oder deren 
Derivaten und/oder Ubichinonen der KettenlSnge n= 1 bis n = 15 und/oder anorganischen 
Thiocyanaten und/oder Hydrothiocyanaten organischer Basen und/oder Trihydroxybenzalde- 
hyd oder dessen Derivaten erwiesen. 
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[0036] ErfindungsgemaB konnen Biomassen mariner Organismen in Kombination mit Tiiio- 
cyanaten und/oder Hydrothiocyanaten organischer Basen imd/oder Trihydroxybenzaldehyd 
Oder dessen Derivaten auch ohne die Umwandlung in Mikro- xind Nanopartikel eingesetzt und 
als kosmetische bzw. pharmazeutische Mittel verwendet werden oder aber zur Herstelliing 
pharmazeutischer und kosmetischer Mittel dienen. 



[0037] Die erfindungsgemaBe Hersteilung hat den Vorteil, dass die Freisetzung der inkorpo- 
rierten Substanzen durch Wahl der Temperatur, der Wirkstoffe, des Tonmineralanteils und der 
Tenside gesteuert werden kann. ErfindvingsgemaB ist es vorteilhafl, die Teilchen in destillier- 
tem Wasser oder in einem wassrigen Medium mit ZusStzen wie Elektrolyten, Polyonen, Mo- 
no-, Di- und Polysacchariden, Isotonisierungsmittehi, Pufifersubstanzen, Gefrierschutzmitteln 
und Konservierungsmittel zu dispergieren. Um den erfindungsgemaBen Zweck zu erreichen, 
kann ein Zusatz von einem oder mehreren dispersionsstabilisierenden Substanzen notwendig 
sein. Eine vorteilhafte Ausfuhrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass der Biomasse ein 
Oder mehre Wirkstoffe, Vitamine oder NahrungsergSnzungsstoffe in fester und/ oder fliissiger 
Form zugesetzt werden. ZweckmSBig ist es, die zugesetzten Wirkstoffe in den Fettsauren der 
Biomasse zu suspendieren, zu dispergieren oder zu adsorbieren. ErfindungsgemfiB wird die 
Biomasse in einem weiteren Herstellimgsschritt mit einem Tensid- Wasser-Gemisch vereinigt 
Zweckmafiig ist es, zunSchst mit Hilfe eines Riihrers (Rotor-Stator-Piinzip) oder mit Hilfe 
von Ultraschall eine Vorsuspension herzustellen. ErfindungsgemaB wild diese Vorsuspension 
danach mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators homogenisiert, wobei die Zahl der Homo- 
genisationszyklen und der Arbeitsdruck nach der dem erfinderischen Zweck entspiechenden 
PartikelgrSfie und Stabilittt der Zubereitung gewShlt werden. 

[0038] Bei einem anderen, ebenfalls erfindungsgemaBen HersteUungsverfehren werden Bio- 
masse und Wirkstoffe iii einem verdampfbaren organischen LSsungsmittel susfpendiert. Da- 
nach wird dieses Gemisch vordispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultraschall) und homoge- 
nisiert (Hochdruckhomogenisator).AnschlieBaid wird das Lfisungsmittel durch SprOhtrock- 
nimg Oder Gefiieatrocknung oder mittels Rotationsverdampfer entfemt. Falls erforderlich, 
kann die Biomasse in geeigneten wassrigen Tensid-Losungen redispergiert und danach nach- 
dispergiert (Stator-Rotor-Prinzip oder Ultraschall) und anschliefiend homogenisiert 
(Hochdruckhomogenisator) weaxien. Falls erforderlich, kann ein Coemulgator bzw. ein Emul- 
gator zur Dispergierung des Biomasse- Wirkstoffes-Mischung eingesetzt werden. 

[0039] Die nach den beschriebenen Verfahren hergestellten Mikro und Nanopartikel ermogli- 
chen eine Verwendung auf den verschiedensten Gebieten. Oberraschenderweise zeigte sich 
eine deutlich bessere Bioverftigbarkeit der neuartigen Substanzen gegenUber den reinen Stof- 
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fen. Das ennogUcht die Verwendung der Partikel als pflegende Komponenten in kosmetischen 
Produkten allein oder in Kombination mit anderen Pflegeprodukten. Die neuen Substanzen 
kSnnen problemlos in andere Pflegekomplexgmndlagen eingearbeitet warden Die erfindungs- 
gemSBen Formulierungen machen die Haut besonders geschmeidig und pflegen sie. Wie Fett- 
emulsionen zeigen die Partikeln nur eine geringe systemische Toxizitat imd kaum Zytotoxizi- 
tat. 

I0040J VoUig tiberraschend wurde gefiinden, dass Extrakte der Biomasse antibakterieUe Ef- 
fekte zeigen und in vitro sogar das Wachstum der multiresistenten St^hylokokken deutlich 
reduzierten. Nach Urawandlung in Mikro- und Nanopartikei unterstiitzen die Inhaltstoffe der 
marinen Organismen die natOrUche Abwehrbarriere der Haut. Die Bindung einer patbogenen 
Mikrobe an einen Rezeptor des Wirtes ist der kritische fruhe Schritt in einer Entwicklung zu 
einer Kolonisation bzw. Infektion. Bereits dieser frtihe Schritt kann flbenaschenderweise 
durch die erfindungsgemafien Formulierungen beeinflusst weiden. 

[0041] Die vorliegende Erfindung ermSglicht erstmals die Verwendung lipidhaltiger mariner 
Organismen als WirkstofftrSger, z.B. fiir Antibiotika. 

[0042] Die Erfindung erlaubt die Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organis- 
men in Form von Mikro- und Nanopartikehi als pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame 
Mittel sowie als NahrungsmittelzusStze. Die Verwendung der Upidhaltigen marinen Organis- 
men in Form von Mikro- und Nanopartikehi zur Herstellung von Kosmetika oder Arzaeimit- 
tehi Oder Nahrungsmitteln, auch von diatischen Erzeugnissen ist mSgUch. Eine Kombination 
mit anderen Kosmetika oder Arzneimittehi ist ebenfalls praktikabel. 

I0043J Die Erfindung kann die Verhinderung der Bindung von nosokomial bedeutsamen An- 
flugkeimen an Rezeptoren auf der Haut oder Geweben und/oder zur Verhinderung ihres 
Wachstums auf der Haut oder Geweben verwendet werden. Als besonders wirksam hat sich 
eine Kombination von Biomassen mariner Organismen mit Vitaminen, insbesondere mit Vi- 
tamin C erwiesen. 

[00441 Die erfindungsgemSBe Verwendung schlieBt auch die Prophylaxe nosokomialer Infek- 
tionen ein und eignet sich besonders zur Hemmung von Staphylokokken, insbesondere MRSA 
(multiresistenter Staphylococcus aureus Stanune), zur Sanierung von mit MRSA kontaminier- 
ter Haut. 
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[0045] Ein besonders wirksames Hautpflegemittel wurde dadurch erhalten, dass als Wirkstof- 
fe Xanthonderivate der Formel 



zugegeben werden, wobei R1-R8 in TabeUe 1 aufgefiihrten Substituenten sein kSnnen. 

Tabelle 1: 
H. OH. OMe, OAc 



Me, Ac, CH2OH. CHO, CF3, COOH, CQQMe. CN, CQNH7 

CI, F, NO2, NH2, NHAc, NMez 

[0046] Als RadikalSnger konnen zusStzlich Tocophoxjle und /oder Benzochinone der aUge- 
meinen Formel 2 mit der KettenlSnge n= 1 bis n = 15 enthalten sein, mit den Resten R1-R3, 
wobei Rl, R2 und R3 Wasserstoff, Halogen, Alkyl- oder Alkoxygruppe, R4 als isoprenoide 
Seitenkette mit 1 bis 10 isoprenoiden Einheiten X oder als aliphatische Seitenkette mit 1 bis 
10 CH3- Gruppen (Formel 3). 



[0047] Die erfindungsgemSBen Mittel kdnnen Dihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivate 
des mit der aUgemeinen Formel 4 enthalten, mit den Resten Rl, R2, R3, R4 und R5 als Was- 
serstoff, Halogen, Allqrl -oder Alkangruppen. 






Formel 2 



Formel 3 
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'R4 



R3 



Formel 4 



[0048) Zahlreiche lipidhaltige marine Organismen enthalten Substanzen, die als unspezifische 
Immunstimulantien wirken kSnnen, d. h. sie stimulieren Leuko2yten und wirken als Aktivato- 
ren des retikoloendothelialen Systems. Nach der earfindungsgemaBen Umwandlung der Bio- 
masse dieser Organismen in Mikro- oder Nanopartikel eimSglichen diese Inhaltstoffe weiteie 
Anwendungen. Vorteilhafl ist beispielsweise ein Einsatz in Abdeckmaterialien zur Wundver- 
sorgung. ErfindungsgemaB mit Antibiotika dotierte Mikro- und Nanopartikel erlauben eine 
gesteiierte Freisetzung der antimikrobiellen Wirkstoffe und eine gleichzeitige Immunstimula- 
tion. Vorteilhafterweise kSnnen diese Mikro- und Nanopartikel zusEtzlich mit anorganischen 
Thiocyanatrai oder Hydrothiocyanaten organischer Basen dotiert werden. 

[0049] ErfindungsgemaB kdimen die ^fikro-und Nanopartikel auch zusStzlich DNA enthalten 
imd gestatten somit ihre Verwendung fDr einen Gentransfer. 

[0050] Neben der Anwendung in kosmetischen Produkten sind auch Anwendungen im difiti- 
schen und lebensmitteltechnologischen Bereich erfindungsgemfiB. Der groBe Reichtum li- 
pophiler mariner Organismen an wertvoUen MialtsstofiFen ermSglicht nach erfindungsgema- 
Ber Umwandlung zu Mikro- und Nanopartikel erne gezielle Substituierung von Mangelzu- 
standen. Fette, Vitamine, Mineralstoflfe und andere wertvoUe hihaltsstofife der marinen Orga- 
nismen kSmien nach Umwandlung in Mikro- und Nanopartikel durch den Saugetierorganis- 
mus besser genutzt werden. Eine Anreicherung mit Nahrungserganzungsstoffen ist bei An- 
wendung der erfindungsgemafien Verfahren problemlos moglich. Folgende Gruppen mariner 
Organismen verfligen fiber Inhaltsstoffe, die nur in diesen in geeigneter Zusammensetzung 
und Konzentration voricommen und die fiber die erfindungsgemSfie Umwandlung in Mikro- 
und Nanopartikel einer Nutzung zugeftthrt werden kSnnen: 

- *Cyanobakterien der Klasse Oscillatoriales, insbesondere die StSmme SPH 03, SPH 04, 



SPH 05, SPH 06, SPH 09, SPH 10, SPH 1 1, SPH 12, SPH 13, SPH 14, SPH 20. SPH 21, SPH 
22, SPH 23, SPH 25, SPH 26, SPH 29, SPH 32, SPH 34. SPH 37. 
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- *Cyanobakterien der Klasse Nostocales, insbesondere die Stamme SPH 18, SPH 20, SPH 
27, SPH 28, SPH 38 

- *Cyanobakterien der Klasse Chroococcales unter besonderer Beriicksichtigung der Stamme 
SPH 07a, SPH 07b, SPH 08, SPH 14, SPH 16, SPH 17, SPH 24, SPH 33, SPH 36, SPH 39, 
SPH 40, SPH 43 imd der Klasse Stigonematales 

- *Makroalgen der Gattungen Asparagopsis, Cystoseira, Codium, Dictyota, Dictyopteris, 
Enteromorpha, Fucus, Gelidium, Gracilaria, Gracilariopsis, Halopteris, Hypoglossum, Lau- 
rencia, Plocamivim, Polyneura, Sargassum, Solieria, Ulva 

- *Thraustochytriden der Gattungen Schizoc^^ffiss tind Thraustochytriiim 

- *marine Bakterien der Gattungen Photobacterium, Shewanella und Colwellia. 

[0051] Besonders vorteilhaft ist, dass die Partikel mittels RGhrwerken (Rotor-Stator-Prinzip) 
und Hochdruckhomogenisation hergestellt werden konnen, die seit Jahrzehnten zur Herstel- 
lung von Fettemulsionen zur parenteralen Emahrung genutzt xind daher flir eine Produktion 
von Biomassepartikeln in industriellem MaBstab zur Verfttgung stehen. Sie sind von den 
staatlichen Behorden zur Herstellung von Parenteralia akzeptiert und bedtirfen daher keiner 
neuen aufwendigen ZulassungsverfahrexL 

[00S2] Die erfindungsgemafie Umwandlung von Biomassen aus lipidhaltigen marinen Orga- 
nismen ermoglich daraber hinaus weitere Anwendungen. Die Lipide binden an Kunststoff- 
oberflachen. Das ermSglicht den Einsatz der erfindungsgemafi dotierten Mikro- und Nanopar- 
tikel lipidhaltiger mariner Organismen in Slow-release-Systemen zur Pravention implantat- 
assoziierter Lifektionen, vorzugsweise von kaiheter-assoziiert^ Infektionen. Die feste Bio- 
matrix erm5glicht den Schutz des inkorporierten Wirkstoffs vor chemischer Zersetzung und 
eine verzSgerte Freigabe des Pharmakons. Durch Wahl geeigneter Tenside und Wirkstofife ist 
aber auch eine beschlexmigte Freisetzung der WirkstofPe von der Pardkeloberflache moglich, 
wenn diese an der Oberflache gelagert werden, so dass eine gesteuerte Wirkstofflfreigabeerfin- 
dungsgemSfi ist. Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht die Sterilisation von mit den 
erfindungsgem^en Mikro- xmd Nanopartikeki dotierten Materialien. 

[0053] Im Gegensatz zu Polymemanopartikeln sind die neuartigen Partikeln aus mariner 
Biomasse biologisch abbaubar. 

[0054] Die Merkmale der Erfindung gehen aus den Elementen der Anspriiche und aus der 
Beschreibung hervor, wobei sowohl einzelne Merkmale als auch mehrere in Form von Kom- 
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binationen vorteilhaleAusfUhrungen darsteUen, fur die mit dieser Schrift Schutz beantragt 
wird. 

[00551 Das Wesen der Erfindvmg besteht aus einer Kombination aus bekaimten (Biomassen 
aus Upidhaltigen marinen Organismen) und neuen Elementen (der Umwandlung der Biomas- 
sen in Mikro- bzw. Nanopartikel). die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Ge- 
samtwirkung einen Gebrauchsvorteil und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, dass 
erstmals Wirkstofftrager auf der Basis von Upidhaltigen marinen Mikroorganismen bereitge- 
stellt werden konnten, dass Inhaltsstofife dieser Organismen bioverfilgbar wurden, dass Stoffe, 
die bislang nicht pharmazeutisch wirksam waren nun neue Eigenschaften haben und dass die 
Freisetzung der inkorporierten Substanzen durch Wahl der Temperatur, der Wirkstoffe, des 
Tonmineralanteils und der Tenside gesteuert werden kaim. 

[0056] Die Erfindung soli anhand von Ausffihrungsbeispielen erlSutert werden, ohne auf diese 
Beispiele beschrankt zu sein. 



Ausfiihnmgsbeispiele 



Beispiel 1 :HersteUung von Mikro- und Nanopartik eln aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Ordnung Chrooccocales. 

Es wurden Cyanobakterien des Stammes B 30 eingesetzt, der als Eigenisolation aus dem Jas- 
munder Bodden (Ostsee) gewonnen wurde. Extrakte unterschiedlicher PolaritSt aus diesem 
Stamm zeigten in Screening-Test keine antimikrobielle Wirksamkeit. 



TabeUe 2: Rezeptur der Biomasse B 30- Vitamin C - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulator (Plantacare 2000) 


0,05 


Dexnineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0057] Die Biomasse wird auf eine Temperatur von 50°C erwaimt. Davon getrennt wird eine 
wSssrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50«C) erwarmt. Danach werden 
beide Phasen bei der gewOnschten Homogenisierungstemperatur vereint. Dann wird das Ge- 
misch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, 
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Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer 
Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt- 
Hochdruckliomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lflbeck) bei einem Druck von 500 
bar vmd einer Temperatur von 50°C vier mal homogenisiert. 

Beispiel 2: Herstellung von Mikro- u nd Nanooartikeln mit Vitamin C aus Bio masse von Py^- 
nobakterien der Ordnung Clirooccocales. 

Es wurden Cyanobakterien des Stammes B 30 eingesetzt, der als Eigenisolation aus dem Jas- 
munder Bodden(Ostsee) gewonnen wurde. Extrakte tmterschiedlicher Polaritat aus diesem 
Stanam zeigten in Sca^eening-Test keine antimikrobielle Wirksamkeit. 



Tabelle 3: Rezeptur der Biomasse B 30- Vitamin C - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Vitamin C 


5 


Homogenisationszyklen 


4 



[0058] Anschliefiend wurden in die Biomasse 5 g Vitamin C eingearbeitet. Davon getrennt 
wild eine wSssrige Emulgatorlfisung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwannt. Da- 
nach werden beide Phasen bei d&c gewQnschten Homogenisierungstemperatur vereint. Das 
Gemisch wird mit HUfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem Kol- 
benspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Liibeck) bei einem Druck 
von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal homogenisiert. 

[0059] Die beiden Mikro- und Nanopartikeln B30 und Vitamin C wurden miteinander ge- 



Beispiel 3: Herstellung von Mikro-un d Nanooartikehi aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Gattung Spirulina. 

Es wurden Cyanobakterien der kommerziell verfugbaren Gattung Spirulina eingesetzt. 



mischt. 
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Tabelle 4: Rezeptur der Spirulina - Mikro-und Nanopartikeln 



Stoff 

Biomasse 



Menge in g 



5,00 



Emulgator (Plantacare 2000) 



0,05 



Demineralisiertes Wasser 
Homogenisationszyklen 



45,00 



[0060] Die Biomasse wird bei einer Temperatur von 25°C in eine wassrige Emulgatorldsung 
dispergiert. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke 
und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt - Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Ltt- 
beck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal homogenisiert 

Beispiel 4: Herstellung von Mikro-und Nanopartikeln «,. s Biomasse vo« CvanobakteTien Hi^ 
Gattung OscillatQria 

I0061J Es wurden Cyanobakterien die Art OsciUatoria redekei HUB 051 eingesetzt 
Tabelle 5: Rezeptur der OscUlatoria redekei HUB 051 - Partikel 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisations2yklen 


4 



(00621 Die Biomasse wird bei einer Temperatur von 25°C in eine wassrige EmulgatorlQsung 
dispergiert. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Tunax T25 der Fa. Janke 
und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdmckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lfl- 
beck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal homogenisi^. 

^**'P*^* ^' HerstellunR vou Mikro-und Nanonartikeln aii5. Bio m asse vnn C^.r.n h^lctf^^ 
Ordnung Nostocales 



17 



_030721iaAl_l_> 



wo 03/0721 18 ^|^/D£03/00747 

[0063] Es wurden Cyanobakterien der Ordnving Nostocales eingesetzt. 



Tabelle 6 : Rezeptur der Nostocales - Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Biomasse 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0064] Die Biomasse wird bei einer Temperatur von 25''C in eine vestige EmulgatorlSsung 
dispergierL AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Tmrax T25 der Fa Janke 
und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 
Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet Die Suspension wird 
danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckfaomogenisator Micron Lab 40 (APV-GauIin, Ltt- 
beck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur yon 50'*C vier mal homogenisiert. 

Beispiel 6: Herstellung von Mikro- und Nano partikehi aus Biomasse von Cvanobakterien der 
Ordnung Chrooccocal es mit Vitamin C nach d em T^siin psmittelverfahren 

[0065] Als Biomasse wurde der im Beispiel 1 beschriebene Stamm B 30 eingesetzt. 



Tabelle 7: (Ldsungsmittelverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


orgardsches Losungsmittel 


25 ml n-Hexan 


Biomasse 


0,5 g Chrooccocales-Cyanobakterien 


Vitamin 


5 g Vitamin C 


Tensid 


0,5 g Plantacare 



[0066] Zunachst wird die Biomasse in n-Hexan gelost, wobei die Lipide aus der Biomasse 
gelost werden. Die Biomasse wird ca. 3 Stunden in dem L6sungsmittel gertihrt. AnschlieBend 
wird das Losungsmittel mittels eines Rotationsverdampfer abgezogen. Dabei bildet sich eine 
Lipidschicht an der Kolbenoberflache. Zur Redispergierung wird eine Vitamin C- haltige L6- 
sung benotigt: Vitamin C wird in eine Plantacare-L6sung gebacht und nach einem 90 sekun- 
digen Dispergiervorgang 4 mal homogenisiert Die entstehende Vitamin C-haltige Ldsung 
wird in den Kolben mit der Lipidschicht gebracht. Die Lipidschicht I5st sich bei der anschlie- 
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fienden Rotation des Kolbens imd bildet dadurch verkapselte Mikro- und Nanopartikeln. Die 
Rotation dauert zirka 10 Stunden bei einer Temperatur von 40 C. 



Beispiel 7; Herstellung von Milcro- und Nanopartikeln aus Biomasse -Norlichevflnthnn 



10 



15 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff (Norlichexanthon) 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien- Spirulina) 


5,00 


Emiilgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0067] Die Biomasse wird auf eine Temperatur von 50''C erwarmt und anschlieBend der ver- 
wendete marine Wirkstoff NorUchexanthon darin dispergiert bzw. geldst. Davon getrennt 
wird eine wSssrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwaimt. Da- 
nach werden beide Phasen bei der gewOnschten Homogenisierungstemperatur vereint. An- 
schHcBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Tunax T25 der Fa. Janke und Kunkel 
GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehun- 
gen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach 
mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Liibeck) bei 
einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C vier mal homogcnisiert. 



Beispiel 8: Herstellung Mikro- und Nanopartikeln aus Rinmasse - Vitamin R 



Tabelle 9: Rgzeptur der Biomasse- Vitamin E- Mikro- und Nanopartikeln 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff Vitamin E 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien Spirulina) 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Demin^alisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisations2yklen 


4 



[00681 In die Biomasse wird das Vitamin E dispergiert. Davon getrennt wird eine wSssrige 
EmulgatorlSsung hergestellt. AnschlieBend wird das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Tuitax 
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T25 der Fa, Janke und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in ein^m Emulgie- 
rungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verarbei- 
tet. Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron 
Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von 50°C 
vier mal homogenisiert. 



Beispiel 9: Herstellung Mikro- und Nanopartikeln aus Biomasse - Provitamin Q 1 0 



Tabelie 10 Rezeptur der Biomasse-Provitamin QIO- Mikro- und Nanopartikeln 



Sfoff 


Menge in g 


Wirkstoff Provitamin QIO 


0,05 


Biomasse (Cyanobakterien — Spirulina) 


5,00 


Emulgator (Plantacare 2000) 


0,05 


Donineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0069] In die Biomasse wird das Provitamin QlO^dispergiert. Davon getrennt wird eine wSss- 
rige EmulgatorlSsung hergestellt AnschlieBend wild das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Tur- 
rax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in einem Emul- 
gierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Sekunden verar- 
beitet Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron 
Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem Drack von 500 bar und einer Temperatur von 50°C 
vier mal homogenisiert. 



Beispiel 10: Testung v on Mikro- imd Nanopartikeln ,,Biomasse BSOATitamin C hergestellt 
nachBeisn iel 1 und 2 am Tiermodell fKuheuterzitzeV 

[0070] Die beiden Substanzen wurden 1 :1 miteinander gemischt. 
Methodik: 

[0071] Eine Stunde nach Totung der Kuh wurden die Euterzitzen verarbeitet. Die Zitzen wur- 
den von der Fettschicht befreit. Danach wurden die Zitzen avif Metallstabe entsprechender 
GroBe gesteckt und mit Schellen befestigt. Die Zitzen wurden mit 70%igem Alkohol abgerie- 
ben. 20 \il Testsubstanz wurde auQ^ipettiert imd mit einem Glasspatel verrieben, und bei 
Raumtemperatur 30-45 Minuten getrocknet. Die Kontamination erfolgte mit 10 |il des Nord- 
deutschen Stammes, MF 0,5 1 : 1 0 verdunnt. Nach Bebriitung bei 30°C fur 1 ,5 Stunden wurden 
die Hautareale auf Miiller-Hinton Flatten ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. 
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Auswertung: 

[0072] Bei den KontroUen wurden ausschlieBlich Keimzahlen > 100 gefunden. Daraus wur- 
den die mittlere Keimzahl n und die Streuung berechnet. 

[0073] Bei der Untersuchung der Zubereitungen wurden Keimzahlen zwischen 0 und 100 
gefunden. Daraus wurde die mittlere Keirhzahl m auf der Basis der Poisson-Verteilung nach 
folgender Formel berechnet: m = In (Zahl der Proben ohne Keinmachweis/Gesamtzahl der 
Proben). 

Statistische Auswertung: 

[0074] Die Anzahl der Hautareale mit und ohne Keimnachweis ftir die Kontrolle ohne Be- 
handlung und nach Behandlung mit dem Testprodukt wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Testes 
auf Signifikanz geprOft. 
Ergebnisse 

[0075] Die Testung der Mikro- und Nanopartikehi, herstellt nach Beispiel 1) bewirkte am 
Hautmodell (Kuheuterzitze) eine ausgepragte Reduktion der (ibertragen Kontamination mit 
MRSA, Die Zahl der Wiederholungen am Kuheuterzitze betrug far die unbehandelten Kon- 
troUen 163. Bei alien 163 Proben war S. aureus nachweisbar. Die mittlere Keimzahl betrug 
759. Auch bei alien Proben, die mit WoUwachsalkoholsalbe behandelt waren, wurde S. aureus 
nachgewiesen. Nach Anwendung des Testprodukten waren 1 1 Hautareale mit Keimnachweis 
und 1 1 ohne Keimnachweis. Daraus errechnet sich eine im Mittel zu erwartende Keimzahl 
von 0,7 (Figur 1), Die Keitnzahlreduktion ist hoch signifikant. 

Beispiel 11 Testung von Mikro- imd Nanopartikehi »Biomasse B30A^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 1 und 2 am Tiermodell Mauseohr 

Mefhodik 

[0076] Als Testmodell wurden Mauseohren verwendet. Die Donator-Tiere als Infektionsquel- 
le blieben unbehandelt Akzeptortiere wurde 3 Tage einmal taglich mit „Biomasse 
B30A/^itamin C* hergestellt nach Beispiel 1 behandeltDazu wurden 10 jiil Testsubstanz wurde 
au^ipettiert xmd mit einem Glasspatel verrieben, und bei Raumtemperatur getrocknet Die 
Tiere wurden nach vier Tagen getStet. Die Kontamination der Donatortiere erfolgte mit 5 fxl 
des Norddeutschen Stammes, MF 0,5 1:10 verdunnt. Dazu wurde ein unbehandeltes Ohr kon- 
taminiert imd danach 90 Minuten bei 30 bebriitet. Die mit Biomasse behandelten Ohren 
wurden auf entsprechende Stempel aufgezogen. Mit Druck wurden die kontaminierten Ohren 
auf die auf die unbehandelten Ohren 10 Sekunden gepresst. 
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[0078] Nach Bebrutung bei 30°C flir 1,5 Stunden warden die Hautareale der Akzeptor-Ohren 

auf Miiller- Hinton Flatten ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. 

Auswertung: 

[0079] Die Auswertung und statistische Sicherung erfolgte wie im Beispiel 9 beschrieben. 
Ergebnisse: 

[0080] Die Testung der Mikro- und Nanopartikeln, hergestellt nach Beispiel 1 und 2, zeigte 
auch im Donator-Akzeptor-Versuch, mit dem die Infektionsubertragung mittels Hautkontakt 
simuliert wurde , eine signifikante Reduktion der Ubertragenen Keime. 

[0081] Die Zahl der Wiederholungen am Mauseohr betrug fur die unbehandelten Kontrollen 
163, dabei wurde aivf Hautarealen Keimwachstum nachgewiesen. Bei Vorbehandlvmg mit der 
Zubereitung nach Beispiel 1 und 2 wurden 12 Hautareale mit und 5 ohne Keimnachweis. Dar- 
aus ergibt sich, das nach einer entsprechenden Vorbehandlung im Mittel nur noch 1,2 Kei- 
me/cm^ zu erwarten sind (Figur 2). 

Beispiel 12 Testung von Mikro- und Nanopartikein .JBiomasse B30A^itamin C" hergestellt 
nach Beispiel 1 und 2 am HSngebauchschwein 



[0082] FtSr die Testung stand ein Hangebauchschwein zur Verfilgung. 2 Stunden nach TStung 
des Tieres wurde von der Bauchunterseiten, in NShe der Zitzen Haut herausgeschnitten, die 
Fettschicht weitestgehend entfemt und in StQcke geschnitten. Diese wurde auf Vorrichtungen 
gespannt, so dass ca. Icm^ zur Bearbeitung zur Verfiigung stand. Diese Hautflachen wurden 
rasiert bzw, die Borsten mit der Schere abgeschnitten und anschlieBend 2 x mit 70% Ethanol 
abgerieben. 20 |li1 Testsubstanz wurden aufgebracht imd 45 min inkubiert. Die Kontamination 
erfolgte mit 10 ixl des Norddeutschen Stammes, MF 0,5 1:10 verdunnt Nach BebrOtung bei 
30^C fur 1,5 Stunden wurden die Hautareale auf Miiller Hinton Flatten ausgestrichen und bei 
37*'C inkubiert. Nach der Bebriitung erfolgte die Auszahlung der Keime.. 



[0083] Trotz der vorgenommenen Hautdesinfektion waren auf dem Abstrich zahlreiche koa- 
gulasenegative apathogene Staphylokokken der normalen Hautflora des Schweins nachweis- 
bar. Die koagulase positiven Staphyloccocus aureus-Stamme, mit denen die Kontamination 
vorgenommen worden war, waren bei der imbehandelten KontroUe zahlreich neben S. epi- 
dennidis nachweisbar, bei der erfindungsgemafi behandelten Tieren waren alle untersuchten 
Kolonien koagulase negativ. 



Melhodik: 



Ergebnis 
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Beispiel 13 Testting von Mikro- und Nanopartikeln ,.Bioinasse B30A/^itainin C hereestellt 
nach Beispiel 6 am Hautmodell nach Beispiel 10 

Ergebnis 

[0084] Die Zahl der Wiederholungen an der Knheuterzitze betrug fiir die unbehandelten Kon- 
troUen 158. Die Zahl der Hautareale mit Keimnachweis betrug nach Anwendung der Mikro- 
und Nanopartikel 2 und ohne Keimnachweis 4. Das bedeutet, dass nach Behandiung mit der 
erfindungsgemaBen Zubereitung nach Beispiel 5 im Mittel nur noch 0,4 Keime/cm^ zu erwar- 
ten sind. Die Keimzahlreduktion ist im Chi-Quadrat-Test hoch signifikant. 

Beispiel 14 Testung von Mikro- und Nanopartikeln ..Biomasse B^OA/^itamin C" hereestellt 
nach Beispiel 6 am Hautmodell nach Beispiel 1 1 

Ergebnisse: 

[0085] Die Testung der Mikro- und Nanopartikehi, hergestellt nach Beispiel 6, zeigte im Do- 
nator-Akzeptor-Versuch, mit dem die Infektionsubertragung mittels Hautkontakt simuliert 
wurde , eine signifikante Reduktion der abertragenen Keime. Die Zahl der Hautareale mit 
Keimnachweis betrug 1 und ohne Keimnachweis 5. Daraus ergibt sich, dass nach der erfin- 
dimgsgemaBen Vorbehandlung im Mittel nur noch 0,18 Keime beobachtet werden. Die Re- 
duktion der ubertragenen Keime ist im Chi-Quadrat-Test hoch signifikant 

Beispiel 15: Priifung von Mikro- und Nanopartikehu hergestellt nach den Be ispielen am 
Hautmodell nach Beispiel 10 

Ergebnisse 

[0086] Die Mikro- imd Nanopartikeln Norlichexathon-Vitamin E-QIO (Losungsmittelverfah- 
ren) wurden nach Beispiel 7, 8, 9 hergestellt und un VerhSltnis 1:1:1 gemischt Die Testung 
erfolgte nach dem in Beispiel 10 dargestellten Verfahren. 

Ergebnis 

[0087] Die Anzahl der getesteten Zubereitungen mit der Norlichexandion betrug 22. Die Zahl 
der Hautareale mit Keimnachweis betrug 19 und ohne Keimnachweis 3. Im Mittel sind nach 
Vorbehandlung mit erfindungsgemaBen Zubereitungen nach Beispiel 8 noch 2 Keime zu 
erwarten. 

Beispiel 16 Herstellung von Ubichinon Ql -Biomasse - Partikeln 
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Tabelle 10 Rezeptur der Ubichinon - Algenbiomasse - Partikeln 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff (Ubichinon Ql) 


0,05 


Biomasse Ocillatoria 
redikeiHUBOSl 


5,00 


Emulgator (Plantacare 
2000) 


0,05 


Demineralisiertes 
Wasser 


45,00 


Homogenisationszyklen 


4 



[0088] Die Biomasse wird auf cine Temperatur von 50 erwarmt und anscWieBend Ubichi- 
non Ql darin dispergiert bzw. geldst. Davon getrennt wird eine wassrige Emulgatorldsung auf 
die entsprechende Tempeiatur (50 ^C) erwarmt. Danach werden beide Phasen bei der 
gewunschten Homogenisierungstemperatur vereint Anschliefiend wird das Gemisch mit Hilfe 
eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke imd Kunkel GmbH & Co KG (Staufen, Deutschland) in 
einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute und einer Dauer von 30 Se- 
kunden verarbeitet 

[0089] Die Suspension wird danach mit einem Kolbenspalt-Hochdruckhomogenisator Micron 
Lab 40 (APV-Gaulin, Ltibeck) bei einem Dmck von 500 bar und einer Temperatur von 50 
vier mal homogenisiert. 

Beispiel 17: Verhinderung der Ubertragung von MRSA bei Hautkontakten mit der Zuberei- 
tung nach Beispiel 15 

Methodik 

[O090] Fiir die Versuche warden Schwanze von Mausen aus keinrfreier Haltung verwendet 
Um jede Fremdkontamination auszuschliefien, wurde sie vor Versuchsbeginn fiir 5 min in 70 
%igen Alkohol eingelegt und danach unter der Laminarbox getrocknet 

[0091] Die Donatormauseschwanze als Infektionsquelle wurden durch Einlegen (30 s bis 4 
min) in eine verdOnnte MRSA.Kuitur (Norddeutscher Stamm, MF-Standard 0,5 bzw. 0,3) 
kontaminiert und danach 24 h bei 37 ""C bebriitet. Bei Abstrichen von diesen Donatoren wur- 
den Keimzahlen > 100.000 nachgewiesen. 
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[0092] In die Mauseschwanze, die den empfanglichen Organismus simulieren (Akzeptoren) 
wurden die Versuchssubstanzen zweimal taglich einmassiert. 

[0093] Die Infektionsubertragimg vom Donator zum Akzeptor erfolgte durch Hautkontakt mit 
den Donatoren fur 30 s bis 1 min auf der Schiittelmaschine bei 600 U/min. 2 h bzw. 24 h nach 
der Kontamination wurden die Donatoren auf Blut-MuUer-Hinton-Agarplatten axisgestrichen. 
Nach 24 h Bebrutung der Agarplatten bei 37 ""C wurden die Kolonien ausgezahlt. 

Ergebnisse: 



Tabelle 12 Keimzahlen auf Mauseschwanzen (Akzeptoren) in Abhangigkeit von der Vorbe- 
handlung nach Kontakt mit MRS A kolonisierten Mauseschwgnzen (Donatoren). 



Donator 






Keimzahl des Akzeptors 


McFarland-. 
Standard 


Konta- 
mination 
(min) 


Hautkontakt 
(min) 


Vorbehand- 
limg des 
Akzeptors 


2h 


24 h 


0,5 


5 


0,5 
1 


ohne 


>10000 
> 10000 


>10000 
> 10000 


0,5 




0,5 




143 


2 


5 


1 


2 d Zuberei- 
tung nach 
Beispiel 15 


80 


36 


0,5 


3 


0,5 


ohne 


>10000 


>10000 








2 d Zuberei- 
tung nach 
Beispiel 15 




6 


0,3 


1 


1 


ohne 




> 10000 








2 d Zuberei- 
tung nach 
Beispiel 15 




2 



[0094] Beim Ausstreichen der Akzeptoren unmittelbar nach dem Hautkontakt sind die Flatten 
voUstandig bewachsen (Keimzahl > 10 000). Das gilt gleicherweise fur vorbehandelte wie ftlr 
KontroUen ohne Vorbehandlung. Das bedeutet, das eine massive Ubertragung der MRSA in 
diesem Modell gut simuliert werden kann. Bei Versuchs- xmd Kontrollgruppe wird die gleiche 
Keimzahl ubertragen. 
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[0095] 2 h bzw.24 h sind dagegen nur noch geringen Keimzahlen bei den vorbehandelten Ak- 
zeptoren nachzuweisen, wahrend die Keimzahien bei den unbehandelten Kontrollen mveran- 
dert hoch sind. (Tab. 12). Auch mit diesem Versuchsmodell kann also die Unterbrechimg der 
Infektionswege durch eine Vorbehandlung mit den erfindungsgemafien Formuliertingen nach- 
gewiesen werden. 



Beispiel 18: Teilchengrofienbestimmunp der Mikro-und Nanopartikeln. hergestellt nach Bei- 
spiel 3 

Methodik 

[0096] Die Teilchengrofie durch Photonenkorrelationsspektroskopie wurde mit Hilfe eines 
Malvemzizer DICMalvem, UK) bestimmt 

Beispiel 19: Herstellimg von Mikro- imd Nanopartikehi mit DNA aus Biomasse von Cvano- 
bakterien der Ordnung Chrooccocales. 



Tabelle 13: Rezepturbeispiele Einarbeitung der DNA in Algenbiomasse 



Stoff 


Rezeptur 1 


R^eptur 2 


Rezeptur 3 


Wirkstoff (Heringssper- 
n3ien— DNA) 




10 


15% 


Algenbiomassegrundlage 
der Ordnung Chroocco- 
cales 


5,00 g Cyanobakterien 


Emulgator 


0,60 g Plantacare® 


1,25 g Pluronic®F- 
68 


0,60 g Miranol 
Ultra 32 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 g 


Homogenisationszyklen 


4 


3 


3 



[0097] Bei der Inkorporation der DNA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen(Deutschland)) in Algen- 
biomasse-Partikeln werden die Herstellungsparameter leicht variiert, um einer Zerstorung der 
DNS entgegenzuwirken: 

- Vorhomogenisation mit dem Ultra-Tuixax: 30 sec 

- Homogenisationstemperatur : 5 5 °C 

- Homogenisationsdruck: 500 bar 

- Zahl der Homogenisationszyklen: 2 
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[0098] Dabei wird die DNA einmal in getrockneter Form nach Lyophilisation in der Algen- 
biomasse dispergiert xmd homogenisiert. Zum anderen wird die in Wasser geloste DNS ein- 
fach zur wSssrigen Emulgatorlosung hinzugegeben und mit dieser zusainmen in der erwarni- 
ten Algenbioniasse verteiit, woran sich dann ebenfells die Homogenisation anschlieiit. 

Beispiel 20 HersteUung von Mikro- und Nano partikekt mit Trimacinolon aiis Biomasse von 
Cvanobakterien der Ordnung Chrooccocales 

Tabelle 14: (L5sungsniittel-EmuIsionsverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


organisches Losungsmittel 


7,50 g Dichlormethan 


Algenbiomasse (Spirulina) 


1,12 g Cyanobakterien (15 % bezogen auf Dichlormethan) 


Triamcinolon 


0,12 g Triamcinolon 


lipophiler Emulgator 


0,38 g Epikuron® 170 (5 % bezogen auf Dichlormethan) 


Cotensid 


0,1 1 g Pluronic® F-68 (1,5 % bezogen auf Dichlomiethan) 



10 



IS 



20 



[0099] Die Herstellung der Trimacinolon-Cyanobakterieai-Mikropartikelii basiert auf der Be- 
reitung einer Emulsion aus Wasser und einer Ldsimg der Cyanobakterien mit dem Wirkstoff 
Triamcinolon in dem Ldsungsmittel Dichlormethan. Nach einem Homogenisadonsscbritt wird 
das organische LSsungsmittel (Dichlormethan) durch Verdampfen entfemt, wobei die Algen- 
biomasse in Fomi von festen Nanopartikeln ausfeUt. Die Stabilisierung der Emulsion bzw. 
Dispersion arfolgt durch ein geeignetes Tensidgemisch (Pluronic@ F-68). 
[0100] Als Qerate werden ein Ultm- Tuirax T25 der Firma Janke & Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen/ Deutschland), sowie ein Kolben-Spalt-Homogenisator Micron Lab 40 der Firma 
APV Gaulin (LQbeck Deutschland) mit 7 Zyklen und bei 800 bar eingesetzt. Zusatzlich wird 
ein Rotationsverdampfer Rotavapor R114 mit einem angeschlossenen Vakuumsystem B178 
der Fimia Biichi (Flawil/ Schweiz) bei einem Druck von 0,7 bar 60 min lang verwendet. 



Beispiel 21: Herstell ung von Ubichinon Ol - Algenbioma sse - Partikeln 
25 Tabelle 15: Rezeptur der Ubichinon - Algenbiomasse - Partikel 



Stoff 


Menge in g 


Wirkstoff (Ubichinon Ql) 


0,05 


Algenbiomasse 


5,00 
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Emvilgator (Plantacare 2000) 


0.05 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 


Homogenisations2yklen 


4 



[0101] Die Algenbiomasse wird auf eine Temperatur von 50°C erwarmt und anschliefiend der 
verwendete Wirkstoff Ubichinon Ql darin dispergiert bzw. gelost. Davon getrennt wird eine 
wassrige Emulgatorlosung auf die entsprechende Temperatur (50°C) erwarmt. Danach werden 
beide Phasen bei der gewunschten Homogenisierungstemperatur vereint. Anschlieflend wird 
das Gemisch mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen, Deutschland) in einem Emulgierungsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekunden verarbeitet. Die Suspension wird danach mit einem Kol- 
benspalt-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 (APV-Gaulin, Lubeck) bei einem Druck 
von 500 bar und einer Temperatur von 50®C vier mal homogenisiert. 



Beispiel 2 2: Tabelle 16: Rezepturbeispiele Einarbeitung von DNA in Alg enhinmasse 



StofiT 


Rezeptur 1 


Rezeptur 2 


Rezeptur 3 


Wirkstoff (DNA) 


5%_ 


10 %_ 


15% 


Algenbiomassegrundlage 


5,00 g Cyanobakterien 


Emulgator 


0,60 g Plantacare® 


1,25 g Pltiroiiic®F- 


0,60 g Miranol 






68 


Ultra 32 


Demineralisiertes Wasser 


45,00 g 


Homogenisationszyklen 


4 


3 


3 



[0102] Bei der Inkorporation der DNS in Algenbiomasse-Partikeln werden die Herstellungs- 
parameter leicht variiert, um einer Zerstorung der DNS entgegenzuwirken: 

- Vorhomogenisation mit dem Ultra-Tiuxax: 30 sec 

- Homogenisationstemperatur: 55°C 

- Homogenisationsdruck: 500 bar 

- Zahl der Homogenisations^klen: 2 



[0103] Dabei wird die DNS einmal in getrockneter Form nach Lyophilisation in der Algen- 
biomasse dispergiert und homogenisiert. Zum anderen wird die in Wasser geloste DNS ein- 
fach zur wassrigen Emulgatorl6simg hinzugegeben und mit dieser zusammen in der erwarm- 
ten Algenbiomasse verteilt, woran sich dann ebenfalls die Homogenisation anschlieBt. 
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Beispiel 23: Herstellune von Tri macinolon-Algebiomasse-Mikrop artilcein 
Tabelle 17: (Losungsmittel-Emulsionsverfahren) 



Wasser 


45,00 g gereinigtes, filtriertes Wasser 


orfianisches Losunffsmittf:*! 


/, g L-'icniomieiiian 


Algenbiomasse 


1,12 g Cyanobaktenen (15 % bezogen auf Dichlonnethan) 


Triamcinolon 


0,12 g Triamcinolon 


lipophiler Emulgator 


0,38 g Epikuron® 170 (5 % bezogen auf Dichlormefhan) 


Cotensid 


0,1 1 g Pluronic® F-68 (1,5 % bezogen auf Dichlonnethan) 



[0104] Die Herstellung der Trimacuiolon-Cyanobakterien-Mikropartikehi basiert auf der Be- 
reitung einer Emulsion aus Wasser und einer Lfisung der Cyanobaktenen mit dem Wirkstoff 
Triamcinolon in dem Losungsmittel Dichlonnethan. Nach einem Homogenisationsschritt wird 
das organische LSsungsmittel (Dichlonnethan) dutch Verdampfen entfemt. wobei die Algen- 
biomasse in Fonn von festen Nanopartikehi ausfellt. Die Stabilisienmg der Emulsion bzw. 
Dispersion erfolgt dutch ein geeignetes Tensidgemisch (Pluronic® F-68). 
[01051 Als Gerate werden ein Ultra- Tunax T25 der Firma Janke & Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen/ Deutschland), sowie ein Kolben-Spalt-Homogenisator Micron Lab 40 der Finna 
APV Gaulin (Liibeck Deutschland) mit 7 Zyklen und bei 800 bar eingesetzt. Zusatzlich wird 
ein Rotationsverdampfer Rotavapor R114 mit einem angeschlossenen Vakuumsystem B178 
der Finna Bttchi (Flawil/ Schweiz) bei einem Dmck von 0.7 bar 60 min lang verwendet. 

Beispiel 2 4: Einfluss von Mikro- und Nanonartikeln mit Aa^ egaten au. lipidhaltigen m«rinen 
Organismen und Tornnineralien auf das W achstum von Ammon-F.p ithe1^>.l1^n 

[0106] Cyanophycea wurden bis zu 2 Monaten mit Zusatzen von Bentonit, Friedlander Ton 
und Kaolin kultiviert. Berdts nach kurzer Inkubationszeit bilden sich Aggregate, wahrend bei 
den Kontrollen ohne mineralische Zusatze diese erst nach 2 Monaten und in geringerem Um- 
feng gebildet werden. Das Mineral mit der hochsten Absoiptionsfahigkeit (Bentonit) zeigt 
eine geringere Tendenz zur BUdung der Aggregate als Kaolin mit einer geringen Absoiptions- 
fdhigkeit. Durch die Wahl der mineralischen Komponenten kann die Aggregatbildung und die 
Absorptionsfdhigkeit der gebildeten Aggregate gesteuert werden. Die Aggregate wurden an- 
schlieBend mit Hilfe eines Ultra Tunax T25 der Fa. Janke und Kunkel GmbH & Co KG 
(Staufen, Deutschland) in einem Emulgienmgsprozess bei 8000 Umdrehungen pro Minute 
und einer Dauer von 30 Sekuuden verarbeitet 

[0107] Bei einer Einwirkung auf FL-ZeUen verstgrken insbesondere Aggregate mit Bentonit 
das Zellwachstum signifikant (p = <0.001). Die Beeinflussung ist deutlich stSrker als die 
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Wachstumsfbrderung durch Friedlander Ton (p = 0,024). Der Einfluss von Kaolin ist dagegen 
nicht signifikant (p =0,2786). 



Beispiel 25 : Ermittlung der antibakteriellen W irksamkfti t im Agardif fiisinnsheinmteRt 
Tabelle 18: 



Erreger 


Trihydroxy- 
benzaldehyd 


Trihydroxy-benzaldehyd 
3 %ig in dickflussigen Pa- 
raffin 


Trihydroxy-benzaldehyd 
10 %ig in dickfliissigen 
Paraffin 


Norddeutscher 
Staixim 




12mm 


14mm 



Beispiel 26: Dekontamination von mit MRSA besiedelter Haut im Mausesdiwanychentest 



Tabelle 19: Keimzahlen auf Mauseschwanzen (Akzeptoren) in AbhSngigkeit von der Vorbe- 
handlnng nach Kontakt mit MRSA kolonisierten Mauseschwanzen (Donatoren). 



Donator 






Keimzahl des Akzeptors 


McFarland-. 


Konta- 


Hautkontakt 


Vorbehand- 


2h 


24 h 


Standard 


mination 




lung des 






(min) 


(min) 


Akzeptors 










0,5 




>10000 


>10000 


0.5 


5 


1 


ohne 


> 10000 


> 10000 


0,5 




0,5 




143 


2 


5 


1 


2 dGemisch 


80 


36 


0,5 


3 


0.5 


ohne 


>10000 


>10000 








2 d Geznisch 




6 


0,3 


1 


1 


ohne 




> 10000 












2 



Beispiel 2 7: Verhinderung der Obertraeung von MRSA bei Hautkontakten 



Methodik: 

[0108] Fiir die Versuche wurden SchwSnze von Mausen aus keim&eier Haltung verwendet. 
Um jede Fremdkontamination auszuschlieBen, wurde sie vor Versuchsbeginn fur 5 min in 70 
%igen Alkohol eingelegt und danach unter der Laminarbox getrocknet. 
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[0109] Die Donatormaviseschwanze wurden durch Einlegen (30 s bis 4 min) in eine verdiinnte 
MRSA-Kultur (Norddeutscher Stamm, MF-Standard 0,5 bzw. 0,3) kontaminiert und daiiach 
24 h bei 37 °C bebrutet. Bei Abstrichen von diesen Donatoren wurden Keimzahlen > 100.000 
nachgewiesen. 

[0110] In die AkzeptorschwSnze wurden die Versuchssubstanzen zweimal taglich einmassiert. 
[0111] Die Kontamination der Akzeptoren erfolgte durch Hautkontakt mit den Donatoren ftir 
30 s bis 1 min auf der Schuttelmaschine bei 600 U/min. 2 h bzw. 24 h nach der Kontaminati- 
on wurden die Donatoren auf Blut-MOlIer-Hinton-Agarplatten ausgestrichen. Nach 24 h Be- 
briitung der Agarplatten bei 37 °C wurden die Kolonien ausgezShlt. 
Ergebnisse: 

[0112] Beim Ausstreichen der Akzeptoren unmittelbar nach dem Hautkontakt sind die Flatten 
vollstandig bewachsen (Keimzahl > 10 000). Das gilt gleicherweise fiir vorbehandelte wie fiir 
KontroUen ohne Vorbehandlung, d.h., die Akzeptoren kontaminiert. 2 h bzw.24 h sind dage- 
gen nur noch geringen Keimzahlen bei den vorbehandelten Akzeptoren nachzuweisen, wah- 
rend die Keimzahlen bei den unbehandelten Kontrollrai unvergndert hoch sind. 

L^ende zu den Figuren 

Figur 1: Wirkung von Mikro- \md Nanopartikehi aus der marinen Biomassen B30 (herge- 
steUt nach Beispiel 1 und 2) im Vergleich zur synergistischen Kombination von 
B30 mit Vitamin C. 

Figur 2: Nachweis der Unterbrechung von hifektketten, simuUert im Donator-Akzeptor- 
Modell, durch die erfindungsgemaiJe Zubereitung nach Beispiel 1 und 2 

Figur 3 Testung von Mikro- und Nanopartikehi ,3iomasse B30A^itamin C" hergestellt 
dutch die erfindungsgemafie Zubereitung nach Beispiel 1, 2, 6 am HSngebauch- 
schwein 

Figur 4: Wirkung von Mikro- und Nanopartikehi hergestellt nach Beispiel 6 

Figur 5 : Nachweis der Unterbrechung von hifektketten, sunuliert un Donator-Akzeptor- 

Modell, durch die erfindungsgemSBe Zubereitung nach Beispiel 6 
Figur 6: TeilchengrSfienverteilung Mikro- und Nanopartikeln, hergestellt nach Beispiel 3 
Figur 7: Emfluss von Aggregaten von Griinalgen mit Phyllosilikaten auf das Wachstum von 

Amnion-Epithelzellen. 
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L Phannazeutisch oder kosmetisch wirksame Mittel, erhalten dutch Umwandlung von 
Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Mikro- und NanopartikeL 

2. Mittel nach Anspnich 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen mittleren Durchmesser 
von 10 mn -10 |j.m besitzen. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein oder meh- 
rere pharmazeutische oder kosmetische Wirkstoffe enthalten. 

4. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusStzlich ein 
Oder mehrere Mineralstoffe und/oder Radikalfanger imd/oder NahrungsergSnzungsstoffe 
imd/oder Vitamine, insbesondere Vitandn C enthalten. 

5. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein 
Oder mehrere TonmineraUen (PhyllosiUkaten), insbesondere Bentonit mit einem Durchmesser 
< 2 ^un enthalten. 

6. Mittel nach Anspmch 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie als Wirkstoffe 

a) Xantiion oder deren Derivate und/oder 

b) Ubichinone der KettenlSnge n= 1 bis n = 15 und/oder 

c) anorganische Thiocyanate und/oder 

d) Hydrothiocyanate organischer Basen und/oder 

e) Trihydroxybenzaldehyd oder dessen Derivate 

f) DNA 
enthalten. 

7. Mittel nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie Norlichhexanthon enthal- 
ten. 

8. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich ein 
Oder mehrere einen oder mehrere dispersionsstabilisierende Substanzen enthalten. 
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9. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass als lipidhaltige 
marine Organismen 

a) Cyanobakterien der Klasse Oscillatoriales insbesondere die StSmme SPH 03, SPH 04, 
SPH 05, SPH 06, SPH 09, SPH 10, SPH 1 1, SPH 12, SPH 13, SPH 14, SPH 20, SPH 
21, SPH 22, SPH 23, SPH 25, SPH 26, SPH 29, SPH 32, SPH 34, SPH 37 und/oder 

b) der Klasse Nostocales, insbesondere die StSmme SPH 18,SPH 20, SPH 27, SPH 28, 
SPH 38 und/oder 

c) der Klasse Chroococcales, insbesondere die Stanune SPH 07a, SPH 07b, SPH 08, 
SPH 14, SPH 16, SPH 17, SPH 24, SPH 33, SPH 36, SPH 39, SPH 40. SPH 43 
und/oder 

d) Klasse Stigonematales und'oder 

e) Makroalgen der Gattungen Asparagopsis, Cystoseira, Codium, Dictyota, Dictyopteris, 
Enteromorpha, Fucus, Gelidium, Gracilaria, Gracilariopsis, Halopteris, Hypoglossum, 
Laurencia, Plocamium, Polyneura, Sargassum, Solieria, Ulva und/oder 

f) Thraustochytriden der Gattungen Schizochytrium und Tbraustochytrium und/oder 

g) marine Bakterien der Gattungen Photobacterium, Shewanella und Colwellia 
eingesetzt werden. 

10. Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Upidhaltige 
marine Organismen kultivierte Upidhaltige marine Organismen. insbesondere in Gegenwart 
von TonminCTaUen kultivierte lipidhaltige marine Organismen eingesetzt werden. 

11. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutisch oder kosmetisch wirksamen Mitteln ge- 
maB den Ansprttchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass Biomassen Upidhaltiger mariner 
Organismen durch Homogenisierung oder Emulsionsbildung in Mikro- und Nanopartikel mit 
einem Durchmesser von 10 nm -10 jim umgewandelt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

- Erwarmen der marinen Mikroorganismen bis zur Verfliissigung der darin enthaltenen 
FettsSuren 

ggf. Zusetzen eines oder mehrerer Wirkstoffe oder Zusatze 

Versetzen der Biomasse oder der beladenen Biomasse mit einem auf oberhalb der 
Schmelztemperatur der Fettsauren erwarmten Tensid-Wasser-Gemisch und Vereini- 
gung der beiden Phasen 
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Herstellen einer Vorsuspension 

Hochdmckhomogenisierung in einem oder mehreren Homogenisationszyklen 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Erwarmen der Mikroor- 
ganismen imd des Tensid-Wasser-Gemischs entfallt und die WirkstoflFe bei Raumtemperatur 
an den lipidhaltigen marinen Mikroorganismen adsorbiert oder bei Zusatz einer geringen 
Wassermenge dispergiert werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1 1, gekeunzeichnet durch folgende Schritte: 

Suspendieren der marinen Mikroorganismen nnd ggf. der Zusatze in einem organi- 
schen Losmigsmittel und Vordispergieren dieses Gemischs 
Hochdmckhomogenisierung und anschliefiende Spruh- oder Gefriertrocknung 
Redispergierung in einer wassrigen TensidlOsung 

emeute Dispergierung und Hochdruckhomogenisierung in einem oder mehreren Ho- 
mogenisationszyklen 

1 5. Verfehren nach Anspruch 1 1, gekeunzeichnet durch folgende Schritte: 

Emulsionsbildung aus Wasser und Biomasse sowie ggf mit den Zusatzen 
L5sen der Emulsion in einem geeigneten organischen Ldsungsmittel 
Hinzuftigen eines wasserldslichen Co-Tensids und Vordispergierung 
Hochdmckhomogenisierung und Entfemimg des Ldsungsmittels 

16. Verwendimg von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen als Wirkstofftrager. 

17. Verwendimg von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- imd 
Nanopartikehi gemSB den Ansprttchen 1 bis 10 als pharmazeutisch oder kosmetisch vsdrksame 
MitteL 

18. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikeln gemaB den Anspnichen 1 bis 10 als Nahrungsmittelzusatze. 

19. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikehi gemaB den Ansprttchen 1 bis 10 zur Herstellung von Kosmetika oder Arznei- 
mitteln oder Nahrungsmitteln. 
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20. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 in Kombination mit anderen Kosmetika oder Arz- 
neimitteln. 

5 21. Verwendung nach Anspruch 1 7 bis 1 9 zum Gentransfer. 

22. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Fonn von Mikro- und 
Nanopartikeln nach mindestens einem der AnsprUche 1 bis 10 zur Verhinderung der Bindung 
von nosokomial bedeutsamen Anflugkeimen an Rezeptoren auf der Haut oder Geweben 

10 und/oder ihres Wachstums auf der Haut oder Geweben. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Verbesserung der natOrUchen Bairierefunktion der 
Haut und/oder zur VerSnderungen des Hautmilieus. 

24. Verwendung von Biomassen lipidhaltiger mariner Organismen in Form von Mikro- und 
Nanopartikehi nach mindestens emem der Ansprttchen 1 bis 10 zur Prophylaxe nosokomialer 
Infektionen. 



25. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Hemmung von multiresistenten Staphyl 
cus aureus- StSmmen, msbesondere methicillinresistenten StSmmen von S. aureus (MRSA). 



ococ- 



26. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Sanierung von mit MRSA kontammierter 
Haut. 



27. Verwendung nach Anspruch 22 bis 24 zur Pflege der Haut nach einer Dekolonisation mit 
bakteriziden Mitteln. 

28. Verwendung nach Anspruch 22 bis 25 in Kombination mit Xanthonderivaten der Formel 
, wobei R1-R8 die in Tabelle 1 aufgeflihrten Substituenten sein kSnnen. 
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29. Verwendung nach Anspmch 22 bis 25 in Kombination mit Vitaminen, insbesondere mit 
Vitamin C. 

30. Verwendung nach Anspruch 16 bis 19 als Antibiotikatrager. 

31. Verwendxing nach Anspruch 17 bis 19 zur dosierten Freisetzung antimikrobieller Wirk- 
stoffe und gleichzeitiger Immunstimulation. 

32. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 in Slow-release-Systemen zur Pravention Implan- 
tat-assoziierter Infektionen. 

33. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur Stimulation von Leukozyten oder zur Aktivie- 
rung des retikoloendothelialen Systems. 

34. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 zur Impragnierung von textilen und/oder auf Zellu- 
losebasis hergestellten Materialien oder als Abdeckmaterialien zur Wundversorgung, 

35. Verwendung nach Anspruch 17 bis 19 in Form von Olen, Sprays und/Salben. 

36. Verwendung nach Anspmch 17 bis 19 zur Beschleunigung des Zellwachstums. 

37. Verwendung nach Anspmch 17 bis 19 zur gezielten Substituierung von Mangelzustan- 
den. 
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because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is ladking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international appHcation, as follows: 



1. Q] As all required additional search fees w^e timely paid by the appUcant. this intmiational search report covers aU 

searchable claims. 

2. [J ^aUsearchableclaimscouldbesearchedwithouteffQrtjustifyi^ 
of any additional fee. 

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the appHcant, this international search report 
covers only those clamis for which fees were paid, specifically ClaimsNos.: 



restricted to the mvention first nMutionedm the claims; it is covered by claims Nos • 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the apphcant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/rSA^lO (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



OCrO: <WO_03072118A1J_> 



INTERNATION. 



Xm REPORT 



Inteniatii 



PCT/DrB3/00747 




Lcation No. 



Continuation of Box I, 1 

Although Claims 17, 20 to 33, 36 and 37 relate to a method for treatment of 
the human or animal body, the search was carried out on the basis of the 
alleged effects of the compound or composition. 



Continuation of Box I, 1 
Claims 17, 20-33, 36,37 

PCT Rule 39-l(iv) - Method for the treatment of the human or animal body 
by therapy. 




FonnPCT/ISA/210 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
InRfffhatlon on patent family members 



Patent document 
died in search report 



Publication 
date 



Internatl 

PCTJ 



Patent family 
member{s) 



Application No 

03/00747 



WO 0164046 



07-09-2001 



DE 10010113 Al 

AU 3741701 A 

WO 0164046 A2 

EP 1259120 A2 

US 2003032601 Al 



EP 0629397 



21-12-1994 



FR 
AT 
DE 
DE 
EP 
ES 
6R 
JP 



CN 1362165 



2706305 Al 
168555 T 
69411812 Dl 
69411812 T2 
0629397 Al 
2120585 T3 
3027749 T3 
7145067 A 



07-08-2002 NONE 



Publication 
date 



13-09-2001 

12- 09-2001 
07-09-2001 
27-11-2002 

13- 02-2003 



23-12-1994 
15-08-1998 

27- 08-1998 

28- 01-1999 
21-12-1994 
01-11-1998 
30-11-1998 
06-06-1995 



CN 1368100 A 11-09-2002 NONE 

CN 1360932 A 31-07-2002 NONE 



Foim PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1892) 
3CID: <WO_030721 18A1_L> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFtZIERUNGDESANMELDUNGSGEGL 

IPK 7 A61K35770 A61K35. 



Internal Aktenzelchen 

PCT/DE O3ZQ0747 



A61K35/80 A61K9/16 



)E 03 /Q07 



Nach der Internattonalen Patentkiasslfikatton (IPK) Oder nach der natlonalen KlasstfiKatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klasslfikatlonssyslem und Klasslfikatlons^mbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierte aber nlcht zum MindestprOfstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchlerten Geblete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuttierte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venvendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE 



a Al^WESENTLlCHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kategorie** Bezelchnung der Veroffentllchung, soweit eiforderfich unter Angabe der in Belracht kommenden Telle 



Betr. Anspnich Nr. 



wo 01 64046 A (SCHATTON WOLFGANG ;KREUTER 
JOERG (DE); SCHATTON MARIA (DE); MUELLE) 
7. September 2001 (2001-09-07) 



Selte 1, Zelle 9 - Ze11e 25 

Seite 2, Zeile 25 -Seite 3, Zelle 12 

Selte 8, Zelle 20 - Zelle 26 

Belsplele 1,3,5,10 

AnsprQche 1-3,9-13,16,19 

-/- 



1-4,6,8, 

10,11, 

16-21, 

30-32, 

34-37 



HI 



Weitere Ver6ffentltohungen sind der Forlselzung von Feld C zu 
entnehmen 



m 



Siehe Anhang Patentfamilie 



' Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen 

*A' Verdffentitchung, die den aligemeinen Stand der Technlk definiert, 
aber nlcht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

'E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

*L* Veroffentllchung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweUelhaft er- 
schelnen zu lessen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberichl genannten Verdffentllchung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

*(y Ver5ffentltehung. die sich auf elne mOndliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eine Ausstettung oder andere MaGnahmen bezleht 
"P* Verdffentllchung. die vor dem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Pilorttatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spatere Veroffentllchung, die nach dem Intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nlcht kollidiert. sondem nur zum Verstdndnis des der 
Erftndung zugrundeliegenden Prinzips oder der Ihr zugrundellegenden 
Theorie angegeben ist 
'X* Ver6ffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allain aufgrund dieser Verbffentlichung nlcht als neu oder auf 
erflnderischer Tdligkelt beruhend betrachtet werden 

VerdfTentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nlcht als auf erflnderischer TStigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die VeroffentUchung nilit elneroder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dieser Kategorie In Verbindung gebracht wlrd und 
(fiese VertMndung fQr eInen Fadimann naheliegendlst 

VerBffentlichung, die MttgHed derselben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschtusses der Intemationalen Recherche 



22. Juli 2003 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



04/08/2003 



Name und Postanschrifl der Internattonalen Recherchenbeh6rde 
Europdisches Patentamt, P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL-2280HVRi]swi]k 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70) 340-3016 



Bevollmdchtlgter Bediensleter 



Hars, J 



Fomtblatt PCT/ISA/210 (BlatI 2) (Jul! 1 892) 



OCIO: <WO__03072118A1_L> 



INTERNATIOIMALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH 



Kategorie** 



niHcfflngTs! 



tntemat 

PC, 



lENE UNTERLAQEN 



m 



i Aktenzelchen 

03/00747 



Bezeichnung der VerdfrentHcRlrng. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telfe 



Betr. Anspruch Nr. 



P,x 



P,X 



P.X 



EP 0 629 397 A (PAYOT N G LAB) 
21. Dezember 1994 (1994-12-21) 



Seite 2, Zeile 36 - Zelle 56 
Seite 3, Zeile 55 - Zeile 56 
Seite 4, Zeile 4 - Zeile 21 
Seite 5, Zeile 13 - Zeile 15 

Tabelle 6 

AnsprQche 1,9-11 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 200325 

Derwent Publications Ltd., London, 6B; 

Class B04, AN 2003-248865 

XP002248396 

& CN 1 362 165 A (YANG M), 
7. August 2002 (2002-08-07) 
Zusammenfassung 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 200316 

Derwent Publications Ltd., London, 6B; 

Class B04, AN 2003-157857 

XP002248397 

& CN 1 368 100 A (YANG M), 

11. September 2002 (2002-09-11) 

Zusammenfassung 

DATABASE WPI 

Section Ch, Week 200281 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class 604, AN 2002-741820 

XP002248398 

& CN 1 360 932 A (YANG M), 
31. Juli 2002 (2002-07-31) 
Zusammenfassung 



1-4, 

8-10,16, 

17,19, 

20,36,37 



1,2,4,8, 
17,19 



1,3,4,8, 
17,19,20 



1-4,8, 
17,19,20 



Foimblatt PCT/I8A/S10 (Fortsatzung von BUM 8) (JuH 1S9S) 
OCID: <WO_030721 18A1_I_> 



INTERNATIONALER REaKRCHENBERICHT 




lnt£ nales Aktenzelchen 
PCT/DL 03/00747 



Feld I Bemerkungen zu den Anspitichen, die sich als nicht recheFChierbar erwiesen haben (Fortseming von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemW Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GfOnden fQr bestimmte Anspruche kein Recherchenberlcht erstellt: 

1 . [x] Ansprtiche Nr. IJ 20--33 , 36 . 37 

well sle sich auf GegenstSnd^ beziehen, zu deren Recherche die Behorde nIcht verpfllchtet Jst, namllch 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



I I AnsprQche Nr. 

well sle sich auf Telle der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrlebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internat}or)ale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, Heimlich 



3. I I AnsprQche Nr. 

well es sich dabei um abh^lngige AnsprQche handelt, cfie nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefalBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheHlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbeh6rde hat festgestellt, dal3 diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusdtzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 

■ — ' intemationale Recherchenberlcht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

2^ I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt warden konnte, der eIne 

I — I zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hStte. hat die Behdrde nicht zur Zahlung elner solchen GebQhr aufgefordert 



3. j Da der Anmelder nur einlge der erfdrdertichen zusatzllchen RecherchengebOhren rechtzeltig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ■ Intemationale Recherchenberlcht nur auf die AnsprQclie, fOr die GebUhren entrichtet worden sind, nSmlich auf die 
AnsprQche Nr. 



I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nIcht rechtzeltig entrichtet. Der Intemationale Recher- 
chenberlcht beschrdnkt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwShnte Erfindung; dIese 1st In folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtllch eines Widerspruchs Die zusatzllchen GebQhren wurden vom Anmelder unter Wlderspojch gezahit 

I I Die Zahlung zusSLtzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Fonmblatt PCT/iSA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1998) 

DCID: <WO_0307211BA1J_> 



m 



Internationales AktenzeichenPCT/DE 03 /)0747 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl die Anspriiche 17,20-33,36,37 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschUchen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbl ndung/Zus ammen setzung . 



Fortsetzung von Feld I.l 
AnsprOche Nr.: 17,20-33,36,37 



Regel 39. 1(1 v) PCT - Verfahren zur therapeutlschen Behandlung des 
menschllchen Oder tierlschen Korpers 



DCID: <WO_030721 18A1J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

9. Angaben zu VerdrrentHchungen. aie zur selben PatentfamIHe gehdre n 


Intern at W Akienzelchen 

DPT /nc no /aatvit 
rtl/Ut O0/QQ74/ 


III) Recherchenbarlcht 
angefOhrtes Patentdokument 


VeroffeHmiung 


Mjtgljecl(er) der 
Patentfamiiie 


^^^Hflim der 

vSroffentllchung 


UO 0164046 A 


07-09-2001 


DE 10010113 Al 
AU 3741701 A 


13-09-2001 
12-09-2001 



wo 0164046 A2 07-09-2001 

EP 1259120 A2 27-11-2002 

US 2003032601 Al 13-02-2003 



EP 0629397 


A 


21- 


-12- 


-1994 


FR 


2706305 Al 


23-12-1994 












AT 


168555 T 


15-08-1998 












DE 


69411812 Dl 


27-08-1998 












DE 


69411812 T2 


28-01-1999' 












EP 


0629397 Al 


21-12-1994 












ES 


2120585 T3 


01-11-^1998 












GR 


3027749 T3 


30-llfl998 












JP 


7145067 A 


06-06,^1995 


CM 1362165 


A 


07- 


■08- 


-2002 


KEINE 






CN 1368100 


A 


11- 


-09- 


■2002 


KEINE 







CN 1360932 A 31-07-2002 KEINE 



Foimblatt PCT/ISA/210 (Anhang PatentfamlHo)(Jull 1992) 
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